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ClA = ε  
Where A is the absorbance, ε is the extinction coefficient, C is the concentration of the sample, 
and l is the pathlength of the cuvette.  
 
   
Data and Results 
 
Figure 1. Integral of fluorescence emission curve from 480nm­650nm versus the absorbance of 
the sample at 488 nm at 5 different solution concentrations 
 
Table 1. Slopes of plots from Figure 1 and quantum yield calculated for each sample using the 
slope 
 
 Figure 2. Absorbance plotted against the concentration of the sample multiplied by the 
pathlength: the slope of each linear plot is the extinction coefficient. 
 
Table 2. Extinction coefficient found using Figure 2 and the brightness of each sample found by 
multiplying the extinction coefficient times the quantum yield.  
 
The modified protein had 65% of the brightness of the original protein.  
Growth of IFN­β­1b and IFN­β­1b KE50 was attempted by using transformation in the same 
manner as for AcGFP and AcGFP KE50. After separating the protein samples with SDS­PAGE, 
a Western blot procedure was used to detect the interferon protein. This was attempted with the 
following ​E. Coli​ strains and the transfection was not successful: Nova Blue, BL21, C41 (DE3) 
and C43(DE3). 
Discussion/Analysis 
Transfection and growth of AcGFP and AcGFP KE50 proteins were successfully completed in 
E. Coli​ cells. The proteins were purified and tested to determine whether or not the protein would 
successfully retain its function or if the KE50 modification would cause denaturation and loss of 
function.  
While the quantum yield of the AcGFP KE50 was higher than the original AcGFP, the extinction 
coefficient of the AcGFP KE50 was lower, resulting in a lower overall brightness. The modified 
protein had 65% of the brightness of the original protein. The quantum yield measures the 
percentage of light absorbed that is emitted as fluorescence, and the extinction coefficient is a 
measure of how much light is absorbed by a certain concentration of the substance. Therefore, 
the brightness defined here as quantum yield multiplied by the extinction coefficient is a measure 
of the fluorescence intensity per concentration.  
The results show that the KE50 variant has lower brightness, meaning that the KE50 
modification deforms the protein and reduces activity. However, the modification does not 
completely eliminate the function of the protein, and may be an effective method to reduce 
immunogenicity of therapeutic proteins. These results are consistent with current theories related 
to sequence­structure­function relationships. Altering the sequence of the protein affected the 
structure of the protein, and therefore altered its function. While this paper demonstrates reduced 
function of the protein, further work needs to be done to determine whether the KE50 
modification has the intended effect of reduced immunogenicity.  
The measured quantum yield and extinction coefficient for AcGFP was relatively close to the 
literature value (φ = 0.82 and ε = 32,500 M​­1​cm​­1​ respectively) (Clontech 2015). The measured 
extinction coefficient may be less accurate due to uncertainty in the concentration measurement 
method for the initial protein solution and uncertainty/inaccuracy of the dilutions. The quantum 
yield measurement should be more accurate due to less reliance on the accuracy of the known 
solution concentration. However, the quantum yield result for AcGFP KE50 of 1.0 is strange and 
does not seem correct. Several of the data points used in the calculation of the quantum yield 
seem to be outliers from the remaining data and may be inaccurate; further work will be 
completed to determine the accuracy and repeatability of these results. One way to improve the 
quantum yield measurement and ensure better results would be to use two fluorophore standards 
instead of one and cross­reference the results with known values to ensure that the equipment 
and measurement methods are accurate.  
The transformation of the ​E.Coli​ strains with a pET28a(+) plasmid containing IFN­β­1b and 
IFN­β­1b KE50 was not successful. The failure to produce detectable levels of IFN­β­1b protein 
could be due to several factors such as unsuccessful transformation, spontaneous genetic 
mutation of the selected strains, protein toxicity to the cells, insolubility of the protein, or a 
combination of factors. Since each separate attempt to transform, grow cells, express proteins, 
and test for proteins takes several days, more time would be required to find a host cell strain and 
plasmid combination that is able to express a significant amount of IFN­β­1b protein using 
E.Coli​ cells.  
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Appendices 
Table A.1 Absorbance and integral of emission curve data used to calculate the quantum yield in 
Figure 1 
 
 
   
Table A.2. Raw data used to create Figure 2. Absorbance measured at 280 nm and molar 
concentration of protein samples 
 
 
Emission curve data of protein samples integrated to obtain value in Table A.1 
Figure A.1. Emission curve of fluorescein sample 1
Figure A.2. Emission curve of fluorescein sample 2 
Figure A.3. Emission curve of fluorescein sample 3
Figure A.4. Emission curve of fluorescein sample 4 
Figure A.5. Emission curve of fluorescein sample 5
Figure A.6. Emission curve of AcGFP sample 1 
Figure A.7. Emission curve of AcGFP sample 2
Figure A.8. Emission curve of AcGFP sample 3 
Figure A.9. Emission curve of AcGFP sample 4
Figure A.10. Emission curve of AcGFP sample 5
Figure A.11. Emission curve of AcGFP KE50 sample 1
Figure A.12. Emission curve of AcGFP KE50 sample 2
Figure A.13. Emission curve of AcGFP KE50 sample 3
Figure A.14. Emission curve of AcGFP KE50 sample 4
Figure A.15. Emission curve of AcGFP KE50 sample 5 
 
 
